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OZET
Honamli Kegilerinde Gebeligin Nitrik Oksit Metabolizmasina Etkilerinin Arastirilmasi

Ulkemizde son yillarda koyun ve keci sayis1 azalma gostermistir. Akdeniz bolgesinde
yetistiriciligi yapilan Honamli kegileri bolge icin onemli bir irktir. Bu sebeple kegilerde kog
katimi1 sonrasi elde edilecek gebelik oran1 6nem arz etmektedir. Serbest radikal bir gaz olan
nitrik oksitin diger etkilerinin yanisira iireme fonksiyonlar {izerine de etkilerinin olabilecegi
diistiniilmektedir. Memelilerin genital organlarindan da sentezlenen nitrik oksitin iiremenin
hormonal diizenlenmesi, gebeligin sekillenmesi ve devami, dogumda ve ovaryum
fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde fizyolojik bir rol oynadigi ileri stiriilmektedir. Oksidatif
stresle iligkili birgok durumda diizeyleri degisen serum INOS ve DDAH enzim aktiviteleri ile
homosistein ve  ADMA diizeyleri birbirleriyle iliskili ve NO metabolizmasi ile ilgili
parametrelerdir. Bu yiiksek lisans tezinde, dogal dollenme sonrasi gebe kalan ve gebe kalmayan
kegcilerde serum iNOS ve DDAH enzim aktiviteleri ile ADMA ve Hcy diizeyleri belirlenerek,
bu parametrelerin gebe kalma oraniyla iligkisinin arastirilmasit amaclanmistir. Bu amacgla,
yaslar1 2-4 arasinda degisen Honamli melezi disi kegilerde, teke katimindan 50-60 giin sonra
sezon i¢i gebelik muayenesi yapilarak, gebe kalan (n=20) ve gebe kalmayan (n=20) kegilerden
kan ornekleri alindi. Serum iNOS ve DDAH enzim aktiviteleri ile homosistein ve ADMA
diizeyleri Eliza kit ile 6l¢iildii. Gebe olmayan grup ADMA ve homosistein diizeyleri, gebe olan
gruba gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0,05). iNOS ve DDAH
aktivitelerinde ise gruplar arast anlamli bir farklilik tespit edilmedi. Gebe olan grupta ADMA
ve Homosistein diizeylerinin diismesi organizmada stres mekanizmalarini azaltarak gebelik ve
gebeligin devaminin saglanmasinda Oonemli metabolik etkilere sahip olmustur. Plazmada
yiilksek ADMA ve homosistein diizeyleri ise endotel disfonksiyona neden olarak gebe kalma
oraninin diisiirmesiyle sonuclanabilir. Keg¢i siiriilerinde verimin ve iireme kalitesinin
arttirllmasinda, bu parametrelerin kullanilabilirligi agisindan bu galigmanin verileri ileri
caligmalar i¢in referans degerler saglayabilir.

Anahtar kelimeler: ADMA, DDAH, Homosistein, Honamli Kegisi, INOS, Nitrik oksit



ABSTRACT

Investigation of the Effects of Pregnancy on Nitric Oxide Metabolism in Honamli Goats

The number of sheep and goats in our country has decreased in recent years. Honamli goats,
which are bred in the Mediterranean region, are an important breed for the region. For this
reason, the pregnancy rate to be obtained after ram accession in goats is important. It is believed
that nitric oxide, a free radical gas, may have effects on reproductive functions, among other
effects. Nitric oxide is synthesized from the genitals of hormonal regulation of reproduction in
mammals, the formation and continuation of pregnancy, births and it is suggested that a
physiological role in the performance of ovarian function. Serum iINOS and DDAH enzyme
activites with varying levels in many cases associated with oxidative stress, as well as
homocysteine and ADMA levels are parameters related to each other and related to NO
metabolism. In this master's thesis, it is aimed to investigate the relationship of these parameters
with the conception rate by determining the serum iINOS and DDAH enzyme activities and
ADMA and Hcy levels in goats that were conceived and did not conceive after natural
fertilization. For this purpose, an in-season pregnancy examination was performed 50-60 days
after single entry in Honam hybrid female goats between the ages of 2-4, and blood samples
were taken from pregnant (n=20) and non-pregnant (nDec=20) goats. Serum iNOS and DDAH
enzyme activities as well as homocysteine and ADMA levels were measured with the Eliza Kit.
ADMA and homocysteine levels of the non-pregnant group were found to be statistically
significantly higher than those of the pregnant group (p<0.05). On the other hand, no significant
differences were found between the groups in iNOS and Dec activities. The decrease in ADMA
and Homocysteine levels in the pregnant group had important metabolic effects on ensuring
pregnancy and the continuation of pregnancy by reducing stress mechanisms in the organism.
High ADMA and homocysteine levels in plasma can cause endothelial dysfunction, resulting
in a decrease in the rate of conception. In terms of increasing the yield and quality of
reproduction in goat herds, the data of this study in terms of the availability of these parameters
can provide reference values for further studies.

Key words: ADMA, DDAH, Homocysteine, Honaml1 goats, INOS, Nitric oxit



1. GIRIS

Honaml1 Ydriikleri Asireti tarafindan yetistirilen Honaml1 kil kegileri asirlardan beri Orta
ve Bat1 Toroslar’da yetistirilmektedir (Karadag O. 2018). Uzun yillar boyunca Kil kegisi i¢inde
kabul edilmis, fakat Kil ke¢isinden farklt morfolojik ve verim 6zelliklerine sahip olmasindan

dolay1 ayri bir 1rk olarak tescil edilmistir.

Giliniimiizde ise Honamli melezleri Akdeniz bolgesinde Toros Daglart etekleri ile
Antalya, Konya, Isparta arasinda kalan bolgede yetistirilen bir irktir (Anomim, 2009). Ulkemiz
icin 6nemli olan bu kegilerle ilgili yapilan ¢calisma sayist literatiirde az olup, tilkemizdeki diger
kil kegilerine gore et ve siit verimi daha yiiksek olan bu irkin morfolojik, fizyolojik ve molekiiler

genetik niteliklerinin bilinmesi ve korunmasi dnemlidir.

Bu irkin morfolojik, d6l verimi ve biiylime 6zellikleri bakimindan diger yerli kegi
irklarimizdan daha iistiin 6zelliklere sahip olmasi, lilkemizde yapilacak olan et¢i ve slit¢ii kegi
1slahina yonelik calismalarda kullanilmasinin énemlidir. Bunun yaninda yetistirildigi bolge
sartlar1 g6z Oniine alindiginda gelecek nesillere birakilacak degerli bir genetik miras olmasi

nedeni ile korunmasi gereklidir (Karadag O. 2018).

Keciler degisen hava kosullarina, giin 15181 siiresine bagli polidstrik hayvanlardir ve
ireme faaliyetleri bunlarla iliskilidir. Fertilite problemleri keci sayisinin azalmasi bakimindan
onem arz etmektedir. Ureme sistemi fizyolojik ve iireme déngiisiindeki hormonal degisiklikler

nedeniyle pek cok faktoriin etkisi altindadir.

Nitrik oksit damar endotelinde vazoaktif maddeler iireterek vaskiiler tonus kontroliinde
rol oynayan, ayni zamanda ydriingesinde eslesmemis elektron bulundurdugu i¢in serbest radikal

ozelligi gosteren bir molekiildiir.

Normal konsantrasyonlarda, tiim organ sistemlerinde farkli biyolojik etkileri olan NO,

gastrointestinal sistem, solunum sistemi ve diiz kaslarin relaksasyonunda etkili bir madde
1



olmasinin yaninda, ayrica merkezi sinir sisteminde ¢esitli islevlerinin olmasi1 nérotransmiter
olarak rol aldigmi desteklemektedir (Lin ve ark. 2002). Periferde ise gastrointestinal,
genitoiiriner ve solunum ile ilgili ¢esitli fonksiyonlar1 diizenlemektedir. NO' nun, immunolojik
reaksiyonlarda da gorevi oldugu bilinmektedir. NO sentezindeki artis vazodilatasyona,
dokularin oksijeninin artmasina sebep olabilirken bunun yani sira miyokard bozukluguna ve

dolasim yetmezligine de sebep olabilmektedir (MacAllister ve ark.,1996).

Biyolojik sistemlerde olusan reaktif nitrojen (ROS) tiirleri nitrik oksitten tiiremektedir ve
bu tiriinlerin reprodiiktif organlarda ¢esitli rollerinin oldugu bildirilmektedir. L argininden nitrik
oksit sentaz (NOS) enzimi aracilig1 sentezi gerceklesmektedir (Dokmeci, 2000). NOS’un 3
enzim formu bulunmaktadir. No6ronal NOS (nNOS), endotelial NOS (eNOS), indiiklenebilir
NOS (iNOS)’dur. nNOS merkezi sinir sisteminde ndrotransmitter /ndromodulator olarak gorev
yapmaktadir. eNOS aracilig1 ile sentezlenen NO, damar tonusunun fizyolojik olarak
diizenlenmesinde oOzellikle kan basmnc1t ve kan akimmin ayarlanmasinda onemli rol
oynamaktadir. iNOS patolojik durumlarda makrofaj ve monositler tarafindan iiretilmektedir.
iNOS’un bundan dolay1 bir¢ok patolojik durumda rol aldig1 kabul edilmektedir (Lee ve ark.,
1993).

Ureme organlarinin dnemli pargalari olan; damarlar, ndronlar, immun sistem hiicreleri
iretilen ve bir ndrotransmiter rolii iistlenen NO’nun iireme sistemin fizyolojisi ve lireme
sisteminin diizenlenmesinde dnemli bir gorev iistlendigi belirtilmistir. Son zamanlarda yapilan
caligmalar nitrik oksitin lireme sisteminin fizyolojisinde ve iiremenin diizenlenmesinde biiyiik

bir rol oynadigini ortaya koymustur.

Nitrik oksitin liremenin hormonal diizeninde, gebelik siirecinde, dogum sirasinda ve
ovaryum fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde etkili olmaktadir. Gebelikle birlikte plazmada
bulunan NO seviyesinin arttig1 ve gebeligin {iclincli ayma gelindiginde ise en pik seviyeye

ulastigi tespit edilmistir (Atakisi ,2004).

ADMA, NOS enziminin geri doniisiimlii inhibisyonuna neden olur (Dayoub H. ve ark.
2003). ADMA; proteinlerdeki arjinin kalintilarinin Protein Arjinin Metil Transferaz enzimleri

2



(PRMT) tarafindan metilasyonu sonucu olusmaktadirlar. Asimetrik dimetilarginin (ADMA),
nitrik oksit sentaz enzimlerinden esas olarak endojen nitrik oksit sentaz (eNOS) inhibitorii
olarak gorev almaktadir. ADMA, nitrik oksit olusum hizin1 diizenlemektedir. Oksidatif stres
cesitli karmasik mekanizmalarla endotel disfonksiyonuna neden olmaktadir. Dolayisiyla

azalmig NO sinyali ¢esitli mekanizmalarla endotel disfonksiyonu olusturmaktadir (Lu ve ark.,
2003).

Normal protein turnover’i neticesinde olusan ve NOS enzimini inhibe eden ADMA ile
NMMA’nin kontrollii olarak ortamdan uzaklagtirilmasini saglayan DDAH enzimi, NO
radikalinin islev gordiigii tepkimelerin siirdiiriilmesinde kritik 6nem tasir (Stuhlinger ve ark.,
2002).

ADMA, nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin substrati olan arginin ile yarigarak NO
Sentezini azaltir. Boylece sistemsel bozukluklara yol agar.NO olusumundaki azalmanin, kan
basincini1 ve organ perfiizyonunu olumsuz etkiledigi, hastaliklarin olusum riskini arttirdigi
bildirilmistir (Blackwell, 2009). Ayrica ADMA’nin hiicre i¢inde birikmesinin nitrik oksit
iiretimini azaltip ¢oklu organ yetmezligine sebep olabilecegi belirtilmistir (Nijveldt ve ark.,
2003).

Hiicrede olusan serbest ADMA’nin ¢ogu hiicre iginde sitriillin ve dimetilamine
dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz (DDAH) enzimi araciligiyla yikilmaktadir. Hemen hemen
tiim memeli hiicrelerinde bulunan, dolayisiyla tiim viicut sivilarinda ve birgok dokuda serbest
olarak dolasan Dimetilarginin DimetilAminoHidrolaz (DDAH) enzimi, 6zellikle ADMA ve
simetrik dimetilarjinin (SDMA) gibi metil grubu bulunduran arjinin tiirevlerini yikarak sitriillin
ve metilaminleri meydana getirir (Vallance ve ark., 2004). DDAH enzimi ile yikim, renal
ekskresyondan ¢ok daha fazla 6nem arz etmektedir. Bu yiizden ADMA konsantrasyonunun
baslica diizenleyicisi DDAH enzimidir. Normal protein turnover’i neticesinde olusan ve NOS
enzimini inhibe eden ADMA ile monomoteil arjininin (NMMA ’nin) kontrollii olarak ortamdan
uzaklastirllmasimi saglayan DDAH enzimi, NO radikalinin islev gordiigii tepkimelerin

stirdiiriilmesinde kritik 6nem tasir (Stuhlinger ve ark., 2002).

Homosistein (Hcy), metioninden S-adenosilmetionine bagli olarak gergeklesen bir¢ok
3



transmetilasyon tepkimesinin sonucu olarak {iretilen siilfir igerigi yiksek, toksik bir
aminoasittir (Coffey ve ark., 2003). Homosisteinin, DDAH’1n aktif merkezindeki sistein ile
etkilesimiyle DDAH aktivitesini azalttig1 digiiniilmektedir. Ayrica homosistein, ADMA
sentez yolaginda metilasyon siklusunun bir par¢asi olarak yer almaktadir. Metabolik yolun
bozulmasi, hiicre i¢indeki homosisteinin artmasima neden olur. Artan homosistein, DDAH

aktivitesinin inhibisyonunda dogrudan etkilidir (Holven ve ark., 2003).

Gebelik olusumu ve gebeligin devami icin ADMA diizeylerinin diisiik seyretmesi
gerekmektedir. Hcy DDAH enzim aktivasyonunu bozarak hiicre icinde ADMA molekiiliinii

arttirarak gebelik iizerinde olumsuz etki olusturmaktadir.

Disi reprodiiktif sistemi fizyolojik olarak pek cok faktorden etkilenebilmektedir.
Reprodiiktif siiregte oosit maturasyonu, ovulasyon, implantasyon, gebeligin devami ve dogum

gibi fizyolojik olaylarda nitrik oksitin etkili oldugu kabul edilmektedir.

Nitrik oksit gebelik sirasinda fetal homeostazin kilit diizenleyicisidir ve plasentadaki ana
vazodilator ajan olarak kabul edilir. Kardiyovaskiiler degisiklikleri, fetal gelisimi ve biiylimeyi
kolaylagtirmaktadir. Kecilerde nitrik oksitin tireme fonksiyonlar1 iizerine etkisini gosteren
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Tez calismasinda nitrik oksit metabolizmasin 6nemli
enzimlerinden olan iNOS ve DDAH enzim aktivitesi ve ADMA ve Homosistein diizeylerinin

Honamli 1irk1 melezlerinde fertiliteye etkisinin arastirilmasi hedeflenmektedir.

Honamli melezi kegilerde gebe kalma {izerine iNOS ve DDAH enzim aktivitesi ve
ADMA ve Homosistein diizeylerinin etkinligi belirlenerek literatiire kazandirilmasi ve elde
edilen bu verilerin ileride yapilacak ¢aligmalarda kullanilarak siirli tireme sagligina etkisinin
belirlenmesinde referans elde edilmesi hedeflenmistir. Elde edilen referans degerleri ile gebe
kalma oranina olas1 etkisinin belirlenmesi ile ke¢i siiriilerinde verimin ve lireme kalitesinin

arttirilmas1 amaglanmaktadir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Honamh Kegisi

Ulkemizde kirmiz1 et ve siit ihtiyacim karsilamak igin baslica yetistiriciligi yapilan
s1g1ir ve koyunun yani sira diger tiir ruminantlarla birlikte 6nemli sayida keci yetistiriciligi de
yapilmaktadir. Bu amagla bolgelerin iklim, mera ve cografi yapisina bagl olarak farkli irklarda
(kil kegisi, saanen kecisi, Ankara kegisi, Honamli Kegisi vs) keciler yetistirilmektedir. Honamli
irki kegiler Bati Akdeniz Yoresinde (Teke Yoresi) konargdger yoriikler tarafindan uzun yillardir
stire gelen yetistirme tercihleri sonucunda olusmus ve saf irk olarak giiniimiize kadar gelmistir.
Yayilim alan1 olarak Antalya, Burdur, Isparta, Konya ve Mersin illerinde yaygin olarak

bulunmaktadir.

Kis aylarinda kislak olarak nitelendirilen Toros daglar eteklerindeki kdylerde, yazin
yliksek rakimli yaylalarda yetistirilmektedir. Barinma kosullar1 genellikle ilkeldir kimi zaman
etrafi cevrili tizeri sade kara ortii diye tabir edilen cali ¢irp1 bazen iistii agik kuzey rilizgar
almayan dag etekleri barinak olarak kullanilmaktadir. Beslenmesi cografi yapinin bitki ortiisii
ile paralellik gosterir. Yaz aylarinda orman alanlarindan, meralardan, tek yillik bugdaygiller ve
tirlerinin anizlarindan yararlanir ve ek yemlemeye az ihtiyac duyar. Kislari ise iklim kosullarina

gore ek yemleme yapilmaktadir

Honamli kegileri lizerinde yapilan ¢alismalar sayica olduk¢a azdir. Son yillarda yapilan
calismalara bakildiginda agirlikli olarak genetik Ozelliklerinin tanimlanmasina yonelik
caligmalar oldugu goriilmektedir. Yapilan caligmalar Honamli keg¢i 1rki ile tilkemizdeki mevcut
kil kecilerini kiyaslanildiginda, Honamli wrkinin daha {istiin &zelliklere sahip oldugu

gostermistir

2005 yilinda bu irk Hayvan Gen Kaynaklarinin Korunmasi Proje kapsaminda
2005/8503 sayili tebligi ile Tarimsal Arastirmalar Genel Miidiirliigii tarafindan korumaya alinan
yerli irklar kategorisinde yer almaya baglamistir. 29535 sayili ve 17 Kasim 2015 tarihli Resmi
gazetenin “Yerli Hayvan Irk ve Hatlarinin Tescili Hakkinda Teblig (Teblig No: 2004/39) ve

Teblig (Teblig No: 2015/43)” ile yeni bir keg¢i 1rk1 olarak tescil edilmistir.
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Honamli kegisinde; fenotipik olarak ilk bakista viicut konformasyonun iri olmas1 ve os
nasale seviyesinde konveks burun yapis1 dikkat ¢eker. Iri yapili uzun bacakl1 ve yiiksek cidago
bir irktir. Kaba ve ince killidir ve yiin verimi 500-600 gr civarindadir. Honamli kecilerinin
ortalama ilk damizlikta kullanma yaslar1 disilerde ve erkeklerde 18-20 aydir. Viicut rengi
genelde siyah olmakla birlikte gri, siyah beyaz alacada olabilmektedir. Kuyruk yapist kil
kecilerinden uzun ve piiskiil goriinlimiindedir. Ortalama canli agirliklar1 erkeklerde 82,9
disilerde 64,7 ile iyi bir degere sahip kombina bir irktir. Giinliik siit verimleri beslemeye bagh
degismekle birlikte ortalama 0,5-1,5 It civaridir. Bir batimda dogan oglak sayis1 ortalamal,3 ve

ortalama oglak dogum agirlig: erkeklerde 3,8 kg, disilerde 3.6 kg’dir (Saatci ve Elmaz,2017).

Sekil 2.1. Honamli Kegisi (Saatci ve ElImaz,2017).

2.2. Nitrik Oksit Tanimi

Nitrik oksit; NO kimyasal formiilii ile gosterilen, azot ve oksijenin belirli oranlarda
birlesmesiyle olusan, gaz yapida, renksiz bir molekiildiir. Suda ve yagda ¢6ziintirligii yiiksektir.
Yapisinda eslesmemis elektron bulundurdugu i¢in serbest radikal ozelligi vardir. Boylece

reseptorlere bagli olmadan hiicre zarlarindan kolaylikla gegebilmektedir.



Molekiiler formdl

Yapisal formial

Molekuler modeller

Sekil 2.2. Nitrik oksit molekiiler modeli (www.deu.edu.tr/DEUWeb/Icerik.php)

NO, eslesmemis bir elektronu bulundugu i¢in diger molekiillerle kovalent olarak
baglanma yetenegine sahip serbest radikaldir. Serbest radikal oldugu i¢in oldukg¢a kisa yari
omre sahiptir. Diger serbest radikallerden nitrik oksiti ayiran 6zelligi ise nitrik oksitin diisiik
konsantrasyonlarinin fizyolojik fonksiyonlarda onemli gorevlerinin olmasidir. Enzimatik
reaksiyonlar sonucu olusan NO, hiicre i¢inde plazma membran proteinlerini aktive ederek
ikincil haberci olarak davranarak, hiicreler arasinda bilgi taginmasinda rol alan
ndrotransmiterdir .NO, normal kosullarda sabit anyonik iirlinleri olan nitrit ve nitrata okside

olmaktadir (Aladag ve ark., 2000.)

Kan basincinin, immiin hiicre islevlerinin ve noronal sinyal iletiminin diizenlenmesi gibi
normal fizyolojik islevlerde 6dnemli bir biyomolekiil olan NO, arjininden nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimi ile olusturulmaktadir. Bu enzim, arjinini substrat ve tetrahidrobiopterini kofaktor

olarak kullanarak nitrik oksit olusum reaksiyonunu katalizlemektedir (Kone, 2004).
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Sekil 2.3. Nitrik oksit sentezi (Celik, 2020)


http://www.deu.edu.tr/DEUWeb/Icerik.php

2.3. Nitrik Oksit Uretimi

Nitrik oksit depolanma 6zelligi olmayan bir molekiildiir. Depolanma 6zelligi olmadigi

icin isteme yanit olarak sentezlenmektedir (Kiling ve Kiling, 2003).

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi araciligiyla L-arjinin'den sentezlenen

giiclii bir vazodilator ve serbest radikaldir (Khan ve ark., 2015).

NH. NH,

1 M aaes 1
C 'NH:‘ Oz | NO Cc =0
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H:SH: / \ |-|::':a-|2
L‘:—NH;" NMADPH + H*  NADP* :::-NH;
::DCI_ :::co_

ARJININ SITROLIN |
Sekil 2.4. L-Arjininden Nitrik Oksit Sentezi (Khan ve ark.,2015)

L-argininden NOS araciligiyla L-sitriilin ve NO katalizlenir .Kataliz sirasinda oksijen ve
nikotinamid adenin dintikleotit fosfatt (NADPH) substrat olarak; flavin adenin dintikleotit
(FAD), flavin mononiikleotit (FMN), tetrahidrobiyopterin (BH4), heme ve Ca2+/kalmodulini
ise kofaktor olarak kullanilir (Sharma ve ark.,2007).

NOS'un 3 farkli formu vardir. Bunlar; diisiik miktarda vaskiiler toniisii ayarlayan endotel
izoenzimi (eNOS), sinaptik sekillenme ve ndrotransmisyonu diizenleyen noronal izoenzimi
(nNOS) ve immiin/inflamatuvar olaylarda rol alan ve immiin cevapta etkili olan indiiklenebilir
izoenzimi (iNOS) dir. nNOS ve eNOS izoenzimleri NO iiretimi i¢in kalsiyum Ca?* kalmodulin
kompleksine bagimlidir. iNOS ise bu kompleksten bagimsiz islev gérmektedir (Lin ve ark.,
2002).



[zoformlarin homodimer yapist, ii¢ farkli alan1 bulundurmaktadir. Molekiiliin karboksi
ucunda bulunan rediiktaz alani elektron transferinin gerceklestigi boliimdiir. Bu alan, Ca®*

kalmodulin, FAD, FMN ve NADPH molekiillerini igermektedir (Sharma ve ark., 2007).

Rediiktaz alanindan terminal ugta bulunan oksijenaz alanina geg¢iste bulunan kalmodulin
baglama bdélgesi tim NOS’larin aktive olmasi i¢in gereklidir. Bu sayede alanlar arasi elektron
akis1 kolaylasir. Terminal ugta bulunan oksijenaz alani ise; L-arginin molekiiliinden nitrik oksit
sentezinin gerceklestigi kisimdir. Bu alan, BH4, heme ve arginin i¢in baglanma bolgelerini

bulundurmaktadir (Forstermann ve Sessa, 2012).

\ i
L-sitrulin
NADP+ +
NO
l ] 1 J
| |
Rediktaz alt birimi Oksidaz alt birimi

Sekil 2.5. NOS Sentez Mekanizmasi (Lefebvre,2002).

Ug izoform da aym reaksiyonu katalize etmektedir. Endotel hiicrelerde kalsiyum
kalmoduline bagli bulunan NOS, asetil kolin gibi uyaricilar tarafindan aktiflestirilebilir.
Aktiflesen NOS, arjinin'in oksidasyonu yoluyla NO ve L-sitruline donligmesini saglamaktadir

(Giiray ve ark., 1997).

[k asamada, enzim L-arginin oksidasyonunu saglayarak ara bilesik olan N-hidroksi-
Larginini olusturur, daha sonra N-hidroksi-Larginin L-sitriiline oksitlenir. Boylece NO
sentezlenmis olur (Lugowski ve ark., 2011). Bu reaksiyonun gergeklesebilmesi igin oksijene ve
kofaktor olarak nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) ‘a ihtiya¢ vardir (Dixit ve
Parvizi, 2001).



@ 9 ’ nitric oxide
\ NOS1 / nNNOS ]

NADPH =====>| NOS2/INOS | =====¢= NADP

Sekil 2.6. NO sentez reaksiyonu (Wink ve Mitchell 1998).
2.4. Nitrik Oksit Sentaz

NADPH ve molekiiler oksijen kullanarak L-Arjinin amino asitinin, nitrik oksit ve
sitriiline doniisiimiinii saglayan nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ilk kez 1989 yilinda

tanimlanmistir (Kiling ve Kiling, 2003).

Nitrik oksit sentaz enziminin farkli genler tarafindan sifrelenen ii¢ izoformu vardir. Bu

izoformlar; nNOS, eNOS, iNOS tur.

Bunlardan néronal NOS (nNOS) noronal sinyal iletiminde; vaskiiler endotelyumda
bulunan endotelyal NOS (eNOS) diiz kaslarin gevsemesinde; indiiklenebilir NOS (iNOS) ise
makrofaj aracili immiin yanitta yer almaktadir (MacAllister ve ark., 1996).

Yapisal olan NOS enzimleri kendi i¢inde iki alt bagliktan olusmaktadir. Bunlardan
birincisi temel olarak sinir sisteminde bulunan néronal NOS (nNOS); ikincisi ise daha ¢ok
vaskiiler endotelde bulunan endotelyal NOS (eNOS)’tur. Sitokin ve endotoksinler tarafindan
indiiklenen NOS ise indiiklenebilir NOS (iNOS) olarak tanimlanmaktadir (Krol ve Kepinska,
2020).

nNOS ve eNOS enzimlerinin aktive olabilmesi icin Ca?* gerekliyken iNOS un aktive
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olmasi ise Ca?* dan bagimsiz bir sekilde gerceklesir. Ayrica nNOS ve eNOS protein
fosforilasyonu ve diger proteinler ile olan etkilesimler araciligiyla diizenlenir. iNOS ise bu iki

formdan farkli olarak diizenlenmektedir (Pfeilschifter ve ark., 2001).

nNOS, beyin ve periferik sinir sistemi i¢in onemli olup, fel¢ ve noérodejeneratif
hastaliklarla iligkilidir. Diiz kaslarin regiilasyonunda rol tstlenir (Krol ve Kepinska, 2020).
Omurilikte, sempatik ganglionlarda, adrenal bezlerde, periferik sinirlerde, ¢esitli organlarin
epitel hiicrelerinde, pankreas adacik hiicrelerinde ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde nNOS yer

almaktadir. Iskelet kas1 memelilerde nNOS i¢in temel kaynaktir (Forstermann ve Sessa, 2012).

eNOS Ca2+/kalmodulin kompleksine bagli olarak diizenlenir. eNOS vaskiiler
endotelyumda, kardiyak miyositlerde, trombositlerde, plesantada, bobrek tiibiiler hiicrelerinde
NO iiretiminde gorev almaktadir. eNOS vaskiiler tonu, hiicre proliferasyonu, 16kosit yapismasi
ve trombosit agregasyonunun gibi biyolojik fonksiyonlarda gorevlidir. eNOS 16kosit
adezyonunu inhibe ederck aterosklerozu Onler ayrica damarlarda vazodilatasyon

olusturmaktadir (Forstermann ve ark., 2012).

INOS sentezi baslica makrofajlar ve notrofillerde gerceklesir. Hiicrelerde fizyolojik
kosullarda iNOS olmamasina ragmen; lipopolisakkarit (LPS) gibi bakteriyel iirtinler, interferon
gama (IFN-y), TNF-a veya interlokin-1 (IL-1) gibi proinflamatuvar sitokinlerle uyarima bagl
aktive olmaktadir. NOS2 ekspresyonunu hiicre i¢i kalsiyum (Cat2)’dan bagimsizdir
(Forstermann ve ark., 2011). iNOS tarafindan sentezi ger¢eklesen NO daha ¢ok inflamatuvar
cevaplarda sentezlenmektedir.

INOS tarafindan sentezlenen NO inflamatuvar hastaliklarda immiin yanit
mekanizmalarinda da yer alarak bagisiklik sistemi iizerine etki eder (Krol ve ark., 2020).
iNOS’un konsantrasyonuna bagli olarak timor gelisimini metastaza sebep olarak destekleyici
olabilecegi gibi sitotoksik olarak baskilayici da olabilmektedir (Vannini ve ark., 2015). Ayrica
ndronal olimi indiikleyerek hipoksi olusturur. iNOS’unfazla miktarda sentezi septik soka

sebep olabilmektedir (Brown ve ark., 2010).

11



Reseptor aktivasyonu LPS, TNF, IL-1, IFN-y

Kalsiyum mobilizasyonu Tirozin kinaz, NF B, IRF
Ca*-CaM BH, ARI:J/(iNOS)
“eNOS ™ \
S L-Hidroksi «—— ‘-Arjinl; —— L-Hidroksi L-sitrisllin
arjinin arjinin
NADPH
f NO oty ~T,
Guanilat siklaz CcOX-2 ONOO"
a2 - Mitokondriyal
GTP GMPc enzimler
| |
olojik etkile
ESio). ookl [ Patofizyolojik etkiler ]

Sekil 2.7. Nitrik oksit sentezi ve etkileri (MacAllister ve ark.,1996).

2.5. Nitrik Oksit Etki Mekanizmasi

Hormonlar, noérotransmitterler, biiylime faktorleri gibi maddeler hiicreler arasindaki
iletisimi genelde hiicre zarindaki spesifik proteinlere baglanarak bunun sonucunda, siklik
adenozin monofosfatin (CAMP) artmasiyla saglamis olurlar. Nitrik oksitin yagda eriyen bir
madde olmasi ise hiicre zarlarinin da yine yag molekiillerinden olusmasindan dolay1 kolay bir
sekilde gecisini saglamis olur. Bu yonlenmeyle hedef molekiiliine baglanir. Dogrudan ya da
enzim aktivitesini degistirme yoluyla dolayli olarak etkisini gostermis olur. NO biyolojik
aktivitesini temel olarak NO-aracili ¢cGMP bagimli mekanizma veya cGMP bagimsiz

mekanizma olmak tizere 2 sekilde ortaya koymaktadir (Derici ve Demirel Yilmaz, 2017).
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Sekil 2.8. Nitrik Oksit Salinim Mekanizmasi (Derici ve Demirel Yilmaz, 2017).

2.6. Nitrik Oksitin Organizmadaki Gorevleri

NO molekiilii ilk basta endotel kaynakli gevseme faktorii olarak tanimlanmistir. Bir¢ok

biyolojik olayda 6nemli gorevler iistlenir ve kisa yar1 omiirlii bir serbest radikal olarak

nitelendirilmektedir (Lin ve ark., 2002).

Oda sicakliginda renksiz bir gaz olan NO, biyolojik sistemde sentezlenen en kiiglik
molekiillerden biridir. Bu nedenle biyolojik zarlardan serbest¢e gegebilen ve gesitli fizyolojik

fonksiyonlara katilan 6nemli bir sinyal molekiilii islevi goriir (Nath ve Maitra 2018).

Nitrik oksit (NO), ¢esitli biyolojik siire¢lerde rol iistlenen biyoaktif bir maddedir.

NO’nun iistlendigi bir¢ok farkli gérevi ve etkisi vardir. Temel haberci maddelerden

biridir. Hiicre zarin1 gegerek proteinlere baglanir ve bdylece hiicresel etkilerini gergeklestirir

(Aladag ve ark., 2000).

Endotelden salgilanan en oOnemli vazodilatér maddelerden bir tanesidir. Vaskiiler
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tonusun denetlenmesinde rol oynar. NO damar biitiinliigliniin korunup bunun yaninda damar

tonusunun diizenlenmesinde de gérev almaktadir (Stryer ve Lubert, 1995).

NO’nun gorevleri arasinda vaskiiler ve brongiyal genislemeyi saglamasi, trombosit
agregasyonunu inhibe etmesi, mukus salgilanmasini desteklemesi, kan basincini diizenlemesi

yer alir (Lee ve ark.,2015).

Ayrica 0grenme ve hafiza gibi biligsel fonksiyonlar1 saglama gorevleri de vardir

(Chakroborty ve ark., 2015).

NO, ayrica Ca2+ bagimli K+ kanallarini aktive eder. Bu kanallarin aktive olmasiyla
birlikte hiicre i¢i K+ diizeyi artar hiperpolarizasyona sebep olur. Boylece diiz kas hiicrelerinde

gevseme ve damarlarin dilate olmasi durumu meydana gelir (Bolotina ve ark., 1994).

DNA sentezinde goérev alan riboniiklesidodifosfat rediiktaz enzimi iizerinde nitrik
oksitin etkisi vardir. Gen transkripsiyonu ve post-transkripsiyon isleminlerinin diizenlenmesini

saglar (Shami ve ark., 1995).

Istirahat durumunda kan akisinin devamliligi konusunda da etkilidir. Lokal 1s1 ve

ultraviyole B 1sinlarina karsi ciltteki vazodilatasyon yanittan da sorumludur (Celik, 2020).

NO ve glutamat miktarlar1 arasindaki oran dengesinin, beyin gelisimi ve santral sinir
sistemi iizerinde sorumlu oldugu kabul edilmektedir. Parkinson ve Alzheimer ve gibi
hastaliklarin sebepleri arasinda nitrik oksitin de etken oldugu bir fizyopatalojinin olabilecegi

distintilmektedir (Celik, 2020).

Glia hiicreleri ve noronlardaki NO sentezi, cGMP sentezi ve glutamat reseptor etkilesimi
arasinda iliski oldugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir. Bu sebeplerden dolay1 santral sinir

sisteminde 6nemli bir ndrotransmitter olarak kabul gérmektedir (Higgs ve ark., 1991).

NO, lipid alkoksi ve peroksi radikalleri ile bilesikler olusturarak bu yolla lipit
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peroksidasyonunda zincir kiric1 gorev yapabilmektedir. NO, bu islevinden dolay1 antioksidan

ozellik gostermektedir (Wink ve Mitchell, 1998).

NO ortamda oksijen bulundugunda kararsiz bir yapidadir. Kararsiz formundan dolay1
tioller (R-SH), metaller (Fe2+) ve siiperoksit anyonu (O2 —) olmak iizere c¢esitli
biyomolekiillerle tepkimeye girerek peroksinitrit (ONOO-), S-nitrosotiyoller (RSNO), nitrojen
dioksit (NO2), dinitrojentrioksit (N203) ve dinitrosil-demir ara {irlinlerini olusturmaktadir
(Jones ve ark., 2010).

NO'nun organizmasindaki biitiin organ ve dokular {izerinde, sinir sistemi ve grenme
yeteneginde (Garthwaite, 1991), kalp damar sisteminde (Kingwell, 2000), gastrointestinal
sistem ve bobrek (Granger ve Alexander, 2000), deri (Weitzber ve Lundberg, 1998) ve lireme

fonksiyonlarinda (Roselli ve ark., 1998) 6nemli etkileri vardir.

Sentezlenen NO, difiizyonla vaskiiler diiz kas hiicresine geger guanilat siklazi aktive
eder cGMP olusumunu saglar. cGMP artis1 ise kalsiyumun hiicreye girisini azaltirken ayni
zamanda kalsiyumun hiicreden atilimini da arttirir. Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu azalir

ve gevseme ile vazodilatasyon gerceklesmis olur (Paige ve Jeffrey, 2007).
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Sekil 2.9. Nitrik oksitin fizyolojik etkisi (Paige ve Jeffrey, 2007).
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Tablo 2.1.Nitrik Oksit Fonksiyonlar1 (Safci S., 2014).

SISTEMLER NITRiK OKSIT FONKSiYONLARI

Kalp Damar Sistemi Tonik vazodilatasyon
Damar duvarinda hiicre adezyonunun engellenmesi
Angiogenez stimiilasyonu
Ateroskleroz olusumunun gecikmesi

Beyin Norotransmisyon

Periferik Sinir Sistemi Agr1 olusumunun regiilasyonu
Bagirsak, genitotiriner sistem ve damarlardaki
nonadrejenik, nonkolinerjik, ndrotransmisyon

Immiin Sistem Sitotoksisite
Immiin hiicre fonksiyonunun regiilasyonu

Nitrik oksitin sistemler {izerindeki fonksiyonlari tabloda gosterilmistir

2.7. Gebelik ve NO

Nitrik oksit organizmada bir¢cok hiicre tarafindan iiretilerek diiz kas hiicrelerinin
tonusunu, apoptozisini yapigsmasini diizenler. Damar endotel hiicrelerine endotel hiicre
bariyerini ve fonksiyonunu korumaktadir. Noronlar, kan damarlar1 tireme organlarinin 6nemli
birer pargalaridir. Noronlar tarafindan iretilen ve bir ndrotransmitter olarak gorev alan NO’nun
tireme sistemin fizyolojisi ve iremenin diizenlenmesinde dnemli oldugu bilinmektedir (Roselli

ve ark., 1998).
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Sekil 2.10. NO’nun Ureme Uzerindeki Fonksiyonlar1 (Roselli M. ve ark., 1998).

Biyolojik sistemlerde olusan reaktif nitrojen tiirleri nitrik oksitten tilirerler ve bu

iirliinlerin reprodiiktif organlarda ¢esitli rollerinin oldugu bildirilmektedir.

eNOS’un ekspresyonu luteinizan hormon (LH) tarafindan arttirilir. Nitrik oksit sentaz
III, oositlerin olgunlagsmasi ve ovulasyon olayr ile iliskilidir. Plasenta tarafindan da

iretilmektedir (Fujii ve ark., 2005).

Son yillarda farkli hayvan tiirleri tizerinde yapilan ¢aligmalar nitrik oksitin hayvanlarin

iireme fonksiyonlari tizerindeki 6nemli fonksiyonlarini ortaya ¢ikarmistir (Basini ve ark., 2001).

Ratlarda yapilan bir ¢alismada NOS inhibitorlerinin peritona verilmesiyle ovulasyonun
inhibe edildigi gbzlenmis ve elde edilen bulgular NO’nun ovaryum hiicreleri ve damarlarinda

iiretildigi ve ovulasyonu diizenlendigini ortaya ¢ikarmistir (Shukovski ve Tsafriri, 1994).

Nitrik oksit gebelik sirasinda fetal i¢ denge i¢in Onemli bir diizenleyicidir ve
plasentadaki ana vazodilatorlerden biridir. Kardiyovaskiiler degisiklikleri, fetal gelisimi ve
biliylimeyi nitrik oksit kolay hale getirmektedir (Mullino ve ark., 2018). Uterus, gebelik
siirecinin tamaminda 6nemli yapisal degisimler gecirir. Ciinkii NO diiz kas hiicrelerinin
kasilmasini diizenler ve gebelikte uterusun kontraksiyonuna ve distansiyonuna sebep
olmaktadir (Roselli ve ark., 1998).
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2.8. Asimetrik Dimetil L-Arjinin (ADMA)

ADMA arjininle benzer 6zellik tasiyan plazmada, idrarda ve dokularda bulunabilen bir
aminoasit ¢esididir. Dogal bir yolla proteinlerdeki arjinin kalintilarinin metillenmesiyle olusan
ADMA nitrik oksit sentetaz inhibitoriidiir. 197011 yillarda idrarla metillenmis arjininler olarak
atildig1 saptanmistir. Genellikle niikleusta bulunan bu molekiil metillenmis proteinlerin

katabolizmas1 sonucu olugsmaktadir (Boger, 2005).

Arjinin esansiyel bir aminoasittir ve bircok biyolojik siirecte yer alir (Hsu ve Tain,
2019). Aurjinin aminoasitinin NMonometil L-Arjinin (NMMA), Asimetrik Dimetil L-Arjinin
(ADMA), Simetrik Dimetil L-Arjinin (SDMA) olmak iizere 3 tane metillenmis formu vardir
(Baylis, 2006). Bu tiirevler, proteinlerdeki arjinin kalintilarinin Protein Arjinin Metil Transferaz
enzimleri (PRMT) tarafindan metilasyonu sonucu olugsmaktadirlar (Maas, 2005). Bu islemde
metiyonin ve ATP’ den sentezlenen S-Adenozilmetiyonin metil dondrii olarak hizmet etmekte
ve S-Adenozilhomosisteine daha sonra da homosisteine hidroliz olmaktadir. Homosisteinin

remetilasyon yolaginda yeniden metillenmesi ile metiyonin olusmaktadir (Polotskaia ve ark.,

2007).

Proteinlerdeki arjinin kalintilarinin metilasyonu, PRMT enzimlerinin katalize ettigi
reaksiyon ile proteinin yapisinda bulunan arjinin amino asidinin guanidino azotu veya
azotlarina bir veya iki metil grubu eklenmesiyle ger¢eklesmektedir (Vallance ve ark., 2004).
PRMT enzimleriyle saglanan bu metillenme olay1 geri doniigiimsiiz olarak gergeklesmektedir.
Metillenen proteinler niikleusta yer alirlar. Metillenmis arjininlerin (ADMA, SDMA ve L-
NMMA) endotel hiicrelerine iletimi katyonik aminoasit tasiyicist (Y tasiyicisi) vasitasiyla
olmaktadir. Bu ii¢ metilarjinin hiicreye girerken arjininle yaris halindedir. Bu yaristan dolay1
yiiksek konsantrasyonda bulunan ADMA L-arjininin hiicre i¢ine taginimina engel olarak NO

sentezini azaltir (Valkonen ve Laaksonen, 2004).

Iki tip PRMT enzimi vardir. Her ikisi de arjininin monometillenmesini saglayarak
NMMA olusturabilir. Ikinci bir metil grubu eklenmesi sonucu olusacak iiriin ise PRMT
enziminin tipine bagimli olarak degismektedir (Welch ve ark.,1997).
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Tip-1 PRMT enzimi, sadece bir guanidino azotunu dimetilleyerek ADMA olusumunu;

Tip-2 ise her iki guanidino azotlarint monometilleyerek SDMA olusumunu katalizlemektedir
(Vallance, 2001).

+L-NMMA +L-NMMA

Sekil 2.11. Proteinlerdeki Arjinin Kalintilarinin PRMT ile Metilasyonu (Vallance ve ark.,2005).

Protein metilasyonu sonucu olusan ve proteinin hidrolizi ile saliverilen ADMA ve

NMMA niikleusta baskin olarak bulunmaktadir (Tran ve ark., 2003).

L-NMMA ve ADMA, NOS enzimlerinin geri doniisiimlii ve yarigmali inhibitorleridir
(Dayoub ve ark., 2003). Cesitli memeli tiirlerinde L-NMMA ve ADMA’ nin endojen NOS
diizenleyici olarak rol oynadigi gosterilmistir (Dowling ve ark.,1998).

SDMA, ADMA’nin stereoizomeridir. SDMA’nin NO sentezi tizerine inhibitor etkisi
direkt bulunmamaktadir. Plazma ADMA diizeyi, L-NMMA diizeyine gore 10 kat daha fazla
bulunmaktadir. NO biyosentezinin en biiyiik inhibitorii ADMA’dir (Siirmeli, 2013).

ADMA’nin NO biyosentezinin baskin olan inhibitdrii olmasmin sebebi ADMA
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konsantrasyonunun NMMA konsantrasyonundan 10 kat daha yiiksek olarak bulunmasidir.
ADMA diizeyi arttikca ters orantili olarak NO sentezinde azalma gézlenmektedir (Aydin ve
ark., 2013).

ADMA biiytik bir kismu sentezlendigi hiicrede dimetilarginin dimetilamino hidrolaz
(DDAH) enzimlerince yikilarak hemen ortamdan uzaklastirilir. Diisiik bir diizeyi ise kan

dolagimina sizabilmektedir (Colonna ve ark.,2009).

DDAH enzim aktivitesi sonucu ADMA ileriki reaksiyonlarda kullanilmak iizere
sitrullin ve dimetilamine yikilir. Bu katabolizasyon renal eksresyondan daha dnemlidir. Ciinkii
giinliik olusan ADMA diizeyinin yaklasik %801 bu yolla elimine edilmektedir. Dolayisiyla
DDAH enzimi metilarginin miktarinin baslica belirleyicisidir. Net ADMA miktari; arginin
metilasyonu, metillenmis proteinlerin hidroliz edilmesi, ADMA ‘nin DDAH tarafindan yikimi
sonrasinda idrarla atilim oranlar1 arasindaki dengeye baglidir. Bu denge bozulursa ADMA

dokularda artmaktadir (Colonna ve ark., 2009).

ADMA Nitrik oksit (NO) sentezini azaltarak endetol bagimli vazodilatasyonun

bozulmasina ve bdylece endotelyal disfonksiyona sebep olmaktadir.

Oksidatif stres de DDHA nin seviyesini azaltmak suretiyle ADMA’nin kanda artmasina
yol agmaktadir (Nabity ve ark., 2015). Enzim aktivitesini Inflamasyon ve oksidatif stres gibi
durumlar azaltir. Oksidatif stres, oksidan sistem yoniinde dengenin bozulmasi sonucu lipid
peroksidasyonu ve serbest radikal/reaktif oksijen iiriinlerinin agia ¢ikmasiyla birlikte hiicrede
hasar olusumu durumudur. Oksidatif stresi arttiran bircok hastalikta ADMA diizeyinin yiiksek
oldugu saptanmistir (Aydin ve ark., 2013).

DDAH enziminin inaktive oldugu durumlarda ADMA eliminasyonu bozulur bu da
ADMA seviyesinin artmasina ters orantili olarak da NO seviyesinin azalmasina neden olur
(Sibal ve ark., 2010). Her iki izoenzimde bobrek ve karacigerde yiiksek miktarlarda eksprese
edilmektedir. ADMA ve SDMA, viicuttan {iriner atilim yolu ile uzaklastirilmaktadir.
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2.9.ADMA’nin Biyosentezi

Proteinlerin arjinin rezidiilerinin metillenmesiyle metil arjinin tiirevleri meydana
gelmektedir. Bu metilasyon reaksiyonun gergeklesmesini Protein Arjinin 36 Metil Transferaz
(PRMT) enzimi katalizlemektedir. Bu reaksiyonlar sirasinda, PRMT grubu enzimlerin metil

kaynagi ise S-adenozil metioyoninidir (Sibal ve ark., 2010).

NG monometil-L-arginin  (LNMMA) ve NG, NG-dimetil-L-arginin (ADMA)
olusumunu katalize eden PRMT-1°dir. PRMT-2, proteinlerden NG, NG-dimetil-Larjinin
(simetrik dimetil ADMA arginin; SDMA) ve L-NMMA ‘nin olusumunu saglamaktadir
(\Vallance ve ark., 2004).

ADMA, SDMA ve L-NMMA aminoasit tasiyicisi (y+ tastyicisi) araciligiyla hiicre igine
girmektedir. Hiicreye girebilmek i¢in 3 madde arjininle yaristadir. ADMA seviyesinin artmasi
L-arjininin hiicre igine taginmasini engel olarak NO sentezini baskilamaktadir (Beltowski ve

Kedra, 2006).

. ~ L-Arjinin
S-Adenozil-metiyonin
PRMT-1
-CH.
P : ——— . . _.CH,
enozil-homosistein = L-Arjinin ScH
Homosistein )/ 4 m
PROTEOLIZ /-

— @3

‘/@/ l Endotel disfonksiyonu

L-Sitrallin
o idrar

Ateroskleroz

Sekil 2.12. ADMA Biyosentezi ve Metabolizmasi (Baylis,2006).

21



2.10.,ADMA Metabolizmasi

Dimetilarjinin dimetil amino hidrolaz (DDAH) enzimi ADMA ve L-NMMA nin
metabolizmasinda etkin olarak rol oynar. DDAH metilarjininleri sitriilin ve dimetilamine veya
monometilamine par¢alamaktadir. DDAH enziminin iki farkli tiirevi bulunmaktadir (Hu ve

ark., 2006).

Izoformlar gen yapisi ve enzim aktivitesi 6zelliklerine gore benzerdirler. Aralarindaki
fark farkli dokularda bulunmalaridir. DDAH1 enzimi nNOS eksprese eden dokular olarak
bildigimiz beyin, karaciger, adrenal bez, testis ve bobrekte daha ¢ok sentezlenir. DDAH 2
enzimi, kalp, aorta, plesanta gibi endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (iNOS)’u daha fazla eksprese eden dokularda yer almaktadir (Nijveldt ve ark.,
2004).

DDAH enziminin inhibe olmasi ADMA konsantrasyonunu arttirir. ADMA
konsantrasyonunun da artmasi1 NO iiretimini inhibe eder. DDAH aktivitesi ve seviyesi oksidatif
strese kars1 duyarhdir. inflamasyon ve oksidatif stres altinda DDAH aktivitesinde azalmalar
meydana gelir. DDAH aktivitesinin azalmasini saglayan bir diger sebep TNFa veya okside LDL
ile indiiklenen oksidatif strestir. DDAH enziminde meydana gelen bir inaktivasyon ADMA
eliminasyonunda bir bozulmaya bu da ADMA seviyelerinin artmasina sonu¢ olarak ise NO

iiretiminin azaliglarin goriilmesine sebep olur (Wang ve ark.,2006).

SDMA’nin tamami renal yolla atilir fakat ADMA ve L-NMMA yaygin olarak
metabolize edilerek uzaklastirilir. En 6nemli metabolik yol ise DDAH enzimiyle sitriilin ve

dimetilamine yikilmasidir (Ogawa ve ark., 1989, Vallance ve ark 2004).
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Sekil 2.13. ADMA metabolizmasi (Erbil M. ve ark. 2012).
2.11.ADMA ve NO

NOS inhibitoérlerinden en dnemlilerinden biri ADMA olarak bilinmektedir (Dusting,
1996).

ADMA aminoasiti hem plazmada hem hiicrede bulunur. Idrarla atilir. Yiiksek
konsantrasyonlarda NO, O- ile veya siiperoksit anyon (O2- ) ile reaksiyona girerek reaktif
nitrojen-oksijen radikallerini (RNOS) olusturur. Hiicrelerde lipit peroksidasyonu, DNA
fragmantasyonu, plazma antioksidanlarinin azalmasi, protein hasari ve endotelyal diiz kas

gevsemesi gibi yollarla hiicresel hasarlar1 olusturur (Nathan ve Xie, 1994).

Nitrik oksit (NO) vaskiiler endotel hiicrelerce iiretilir ve kardiyovaskiiler sistemin
regiilatdor mekanizmalarinin temelinde gorev almaktadir. Vaskiiler yapinin korunmasi, kan
damarlarindaki hiicreler arasi etkilesimin saglanmasi ve vazodilatasyon mediyatorii olmasi gibi
bircok dnemli isleve sahiptir. L-argininden, nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan katalizlenen
reaksiyon sonucu olusmaktadir. Endotel hiicrelerinde sentezlenen NOS ‘un ana izoformu olan
eNOS bu fonksiyondan sorumludur. ADMA bu nitrik oksit sentaz enziminin yarigmali
inhibitoridir. Yiiksek plazma ADMA konsantrasyonunun nitrik oksit sentaz enzimini (NOS)

inhibe ettigi ve bu diizeyin baz1 vaskiiler hastaliklarla iligkisi bulundugu saptanmistir. Ayrica
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intra-arteriyel olarak infiize edildiginde lokal vazokonstriksiyona da neden olmaktadir (Yilmaz,

2005).

NO fizyolojik smirlarda bulunuyorsa hiicresel fonksiyonlar1 diizenler. NO miktar1
yliksek konsantrasyonlarda bulunuyorsa eger hiicreleri olusturan bilesenlerde hasar

olusturabilmektedir (Bivalacqua ve ark., 2002).

Asimetrik dimetilarginini (ADMA) diger iki izoformundan ayiran 6zelligi nitrik oksit
sentaz (NOS) enziminin en 6nemli inhibitorlerinden birisi olmasidir (Teerlink ve ark., 2002).

NO sentezini azaltmasindan dolayt ADMA endotel disfonksiyonu i¢in bir risk faktoriidiir.

ADMA ‘nin stereoizomerlerinin NO sentezi iizerine direkt etkileri olmadig
bilinmektedir. Ancak diisiik bir ihtimalle L-NMMA ‘nin direkt, SDMA ‘nin indirekt bir etkisi
olabilecegi diistintilmektedir. Dolasimdaki ADMA seviyesi temelde iki enzimin aktivitesi ile
diizenlenmektedir. Bunlardan ilki protein arginin metil transferazdir (PRMT). Ikincisi ise
serbest ADMA ‘nin yaklasik %80°inin katabolizmasindan sorumlu dimetil arginin dimetil
amino hidrolaz (DDAH) enzimidir. Viicutta siirekli bir ADMA {iretimi s6z konusu olup bu

enzim ADMA ‘ya 6zgiidiir ve diger izoformlar1 doniisiime ugratmaz (Teerlink,2002).

L-Arjinin Oksijonar Reduktax

2 Kismorn Kimarn
MmN NADPH
Pia o
FAD
BH.,
NO
I_-S._:t;ct;lln NADP"
L-Aglnln ADMA
=
RN NADPH
Aoe i
FAD®
B,
N
L= Qlin -
—_— NADP
Ha o2 e

Sekil 2.14. ADMA tarafindan NOS enziminin inhibe edilmesi (Boger,2003).
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2.12. Dimetilarjinin DimetilAminoHidrolaz (DDAH) Enzimi

DDAH (Dimetilarjinin DimetilAminoHidrolaz) bir molekiil ADMA’nin bir molekiil
sitriillin ve bir molekiil dimetilamine metabolizmasini katalizleyen bir enzimdir (Ogawa ve ark.,
1987). Ogawa ve ark. ADMA ve NMMA ’y1 metilamin veya dimetilamine hidroliz ederek NOS
aktivitesini diizenleyen DDAH enzimini ilk kez 1987°de tanimlamiglar (Ogawa ve ark., 1987).
1999 yilinda ise bakteri, koyun, fare, sigan ve insanlarda eksprese edilen iki DDAH
izoenziminin oldugunu agiklanmistir (Leiper ve ark., 1999). DDAH ve NOS izoenzimlerinin
bobrek ve kan damarlarinda farkli bolgelerde eksprese edildigini belirtmislerdir. DDAH ve
NOS’un ikisinin de eksprese edildigi hiicrelerde NO aktivitesi, DDAH ile regiile edilen hiicresel
ADMA konsantrasyonundaki degisimler ile diizenlenmektedir (Wang ve ark., 2007).

DDAH hiicre i¢indeki ADMA’y1 metabolize etmekte, fakat SDMA’y1 metabolize
edememektedir. DDAH’in ADMA’ya olan spesifik aktivitesi molekiiler yapisi ile ilgili bir
durumdur (Leiper ve ark., 1999).

Memelilerde ADMA ve NMMA konsantrasyonlar1 iki tane DDAH izoenzimi ile
diizenlenmektedir. DDAH1 ve DDAH2 olmak iizere iki izoformu bulunan bu enzimin
dokulardaki lokasyonu da farklidir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda bu enzimlerin karaciger,
bobrek, iskelet kasi, 3 kalp, pankreas, akciger ve hatta plasentada bile varlig1 saptanmustir.
Buradan hareketle ADMA eliminasyonunun saglikli bir organizma i¢in gerekli oldugu sonucu

cikarilmaktadir.

DDAHI1 enzimi Noronal Nitrik Oksit Sentaz (nNOS)’un yogun olarak bulundugu beyin,
karaciger, adrenal bez, testis ve bobrek gibi dokularda bulunurken; DDAH 2 enzimi kalp, aorta,
plesanta gibi Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS) ve indiiklenebilir Nitrik oksit Sentaz
(INOS)’1n yogun olarak bulundugu yerlerde yiiksek miktarda bulunmaktadir (Tousoulis ve ark.,
2015).

DDAH’m her iki izoformunun ekspres edildigi yer vaskiiler endotelyumdur. DDAH 1’1
kodlayan gen 1. kromozomda lokalize olmus iken DDAH 2’yi kodlayan gen 6. kromozomda

lokalize olarak bulunmaktadir. Bu izoformlarin aktiviteleri ayniyken doku dagilimlar: farklilik
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gostermektedir. DDAH 1lexpresyonu ile néral NOS arasinda, DDAH 2 ile endotelyal NOS
(eNOS) arasinda bir iligki bulunmaktadir (Cooke ve ark., 2000, Tran ve ark., 2000).

Anjiotensin ||
1 NADPH ok=idaz
AT 1 reseptoni
(~
Metiyonin—s S-Adenazilmetionin, ,Protein
Yenigen PRMT tip |
metillenme
Homaosistein «——S-Adenozihomosistein Metillenmis protein
Protealiz
) Sitrillin
Nos +—@-—Aowa-GEARE [BBARE-> "
l Dimetilamin
+ NO - !
Eranskri il G;
L Hicre )
= A
Dolagim
ADMA ————= Renal atilim

Sekil 2.15. DDAH Izoformlar (Ito ve ark.,1999).

DDAH-1 iizerinde bir substrat baglanma cebi tanimlanmistir (Murray-Rust ve ark.,
2001). Bu cep, ADMA nin yan zincirindeki metillenmemis azotun girebildigi kii¢iik bir pordur.
Substrat baglandiktan sonra por kapanarak aktif bolge cebinde ADMA’nin (CH2)3 — zincirleri
ile Phe75 (Fenilalanin 75) arasinda hidrofobik etkilesimler meydana gelmektedir. SDMA nin

iki azotunda da metil gruplar1 bulundugu i¢in sterik ve elektrostatik olarak DDAH’1n bu asidik
cebine baglanmasi1 miimkiin degildir (Knipp, 2006).
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Sekil 2.16. Enzim-Substrat Baglanma Cebi (Joshi ve ark.,2007).

Ikinci bir DDAH izoenzimi olan DDAH-2’nin ekspresyonunun dokunun toplam DDAH
aktivitesinin mindr fraksiyonunu olusturdugu bildirilmektedir (Leiper ve ark., 1999). Fakat
DDAH-2’nin NO biyoaktivitesini belirleyen endotel hiicrelerinde baskin olarak bulundugunu
gosterilmistir (Wang ve ark., 2007).

DDAH geni, NOS geni ile ayn1 bolgelerde eksprese edilmektedir. DDAH-1 beyin gibi
nNOS’un eksprese edildigi bolgelerde, DDAH-2 ise eNOS eksprese eden endotel hiicrelerinde
eksprese edilmektedir (Leiper ve ark., 1999).

ADMA hem hiicreden salinmakta hem de hiicrelere alinmaktadir. Biitiin hiicrelerde
olusan ADMA, hiicre i¢cinde DDAH enzimi ile sitriillin ve dimetilamine metabolize olmakta
veya y+ tasiyicilar ile hiicre i¢inden plazmaya tasgmmmaktadir. ADMA’nin biiyiik bir kismui
DDAH-1 ekspresyonunun fazla oldugu karaciger ve bobrekler tarafindan metabolize olmakta,

az bir kismi da bobrekler tarafindan atilmaktadir (Teerlink, 2005).
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2.13. Homosistein

Homosistein 1933 idrar kesesi taslarindan izole edilerek kesfedilmis olup siilfhidril

grubu iceren ve protein yapisina katilmayan bir aminoasittir (Bing,1982).

Ayni1 zamanda niikleotid ve amino asit biyosentezi i¢in tek karbon birimleri saglayan tek
karbon/folat dongiisii ile metiyoninin (Met) yeniden tiretildigi ve sisteinin (Cys) olustugu kiikiirt
iceren amino asitlerin metabolizmasi gibi iki 6nemli metabolik yolun birlestigi noktada yer alan

bir ara madde olarak da tanimlanabilir (Jakubowski, 2019).

NH,
|

HC — CH, — CH, —SH
COOH

Sekil 2.17. Homosisteinin Yapisi (Bing,1982).

Viicudumuzda bilinen tek homosistein kaynagi, diyetle birlikte alinan endojen protein
kaynag1 olan metiyonin amino asididir. Met ve Cys, ribozomlar tarafindan proteinlere katilan
genetik olarak kodlanmis kanonik amino asitler olmakla birlikte, homosistein genetik koda

katilmaz ve proteinojenik olmayan bir amino asit olarak kabul edilir (Jakubowski, 2019).

Bununla birlikte, homosistein genetik olarak kodlanmis bir amino asit olmamasina
ragmen, proteinler homosistein kalintilar1 tagiyabilir. Homosistein, bir proteine bir izopeptid
bag1 yoluyla lizin (Lys) rezidiilerine (N-Hcy-protein) veya bir distiilfiir bagi ile Cys rezidiilerine
(S-Hcyprotein) baglanabilir. N-Hcy-proteininin, yani protein N-homosisteinilasyonun
olusumu, homosistein i¢in benzersiz ve spesifiktir, ¢linkii modifikasyonu saglayan metabolit
olan Hcy-tiyolakton sadece homosistein' den kaynaklanabilir. Aksine, SHcy-proteininin
olusumu, yani protein S- homosisteinilasyonu veya daha genel olarak S-tiyolasyonu,
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homosistein i¢in spesifik degildir (Jakubowski, 2019).

Homosisteinin viicuttaki islevi bir ara metabolit olmasidir. Metiyonin, 6nemli bir
antioksidan olan glutatyona doniisiirken homosistein bir ara {iriin olarak meydana gelmektedir.
Olusan homosistein hiicrelerimizde énemli bir biyokimyasal yol olan metilasyon dongiisiiniin
onemli bir pargasidir. Yapisinda bulunan siilfhidril (tiyol) grubu ile ¢esitli disiilfiir formlarina
okside olabildigi ve plazmada biiylik bir kisminin (%80°nin) disiilfiir kopriileri ile proteine bagh

oldugu ayrica homosisteinin metiyonine, glutatyona ve S-adenozil L-Metiyonine doniisebildigi
de bildirilmektedir (Ledda ve ark., 2019).

2.14. Homosistein Metabolizmasi

Homosistein (Hcy), diyette bulunan bir esansiyel aminoasit olan metioninin
metiyoninden terminal metil grubunun ayrilmasiyla olusan doért karbonlu bir aminoasittir.
Metiyonin metabolizmasinin toksik, kiikiirt igeren bir ara maddesidir. Proteinlerde bulunmayan

bir ara amino asittir (Lehotsky ve ark., 2016).

Siilfiir iceren bu aminoasit, transsiilfiirasyon veya remetilasyon yollarindan birini
kullanarak metabolize olmaktadir. Viicuttaki homosisteinin biiyiik bir kismi remetilasyon ile
metionine doniiserek esansiyel aminoasit olan metioninin viicut i¢inde tutulmasini saglar.
Homosistein diyetle alimamadigi gibi proteinlerin yapisina da katilamaz. Plazmada %1-2
oraninda serbest olarak bulunur ve %80-90 oraninda plazmada proteinlere baglanir (Lehotsky

ve ark., 2016).
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Sekil 2.18. Homosistein olusumu (Mineer ve ark., 1997).
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Plazmada homosistein dort formda bulunur (Gauthier ve ark., 2003).

1-Serbest form %1-2

2-Plazma proteinlerine bagli (6zellikle de albumine bagli) form % 70-80,
3-Homosistein dimerleri olusturmak iizere kendi kendisine bagli form %20-30
4- Tiol yapilariyla birlesmis homosistein-sistein karisimi disiilfid formdur

Metioninden homosistein biyosentezi ¢ok basamakli siiregler sonucunda gerceklesir. ik
olarak metionin ATP’den adenozin alir. S-adenozilmetionin-sentetaz tarafindan katalize edilen
bu reaksiyon sonucunda S-adenozilmetionin (SAM) elde edilir. SAM ise tepkimelerde metil

dondrii olarak gorev yapar. Adenozin daha sonra L-Homosisteine hidrolize olur.

Homosisteinin metabolize edilmesinde remetilasyon ve transsiilfiirasyon olmak iizere
iki farkli yol tamimlanmaktadir. Metiyoninden homosisteine dontisen ilk asamaya
transmetilasyon ad1 verilmektedir. Bir kez homosistein meydana geldikten remetilasyon yolu
ile yeniden metiyonine doniisebilir ya da transsiilfiirasyon yolu ile sistatyonin ve sisteine

metabolize olabilmektedir (Kumar ve ark., 2017).

Homosistein metabolizmasi

Metil transferaz

Metionin
-

5-adenozil
Metil aliciss metionin

-adenozil
Metill
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alioy - -
—___|Homosistein

Sistationin sentaz | Vitamin BB

sistationin [ [f@ns:sulfurasyon]|

Sistationin sentaz I Vitamin BB
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Sekil 2.19. Homosistein Metabolizmas1 (Kumar ve ark., 2017).
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Bu tepkimelerde;

1-) Vitamin B12 kofaktor olarak kullanilarak tetrahidrofolat araciligiyla homosisteinin

metionine yeniden metillenmesi (remetilasyon)

2-) Vitamin B6 kofaktdr olarak kullanilarak homosisteinin sisteine doniismesi
(transsiilfiirasyon) Protein aliminin diistiigli durumlarda, remetilasyon yolu ile homosistein
metionine metabolize olur. Ancak ortamda fazla metioninin oldugu durumlarda sistein

sentezine ihtiyag varsa homosistein transsiilfiirasyon yoluna girer (Blom ve Smulders, 2011).

B12 bagiml bir reaksiyon olan remetilasyonda, homosistein metil vericisi olan N-5-
metiltetrahidrofolat (MTHF) ‘dan veya betainden metil grubunu alarak metionin olusturur.
Transsiilflirasyonda ise homosistein sistatyonin betasentetaz enzimi araciligi ile serinle
birleserek sistatyonini olusturur. Daha sonra olusan bu sistatyonin sisteine hidrolize edilir. Bu

reaksiyon zinciri ise B6 bagimlidir (Blom ve Smulders, 2011).

Olusan sistein ise daha sonra glutatyona veya siilfata metabolize edilir ve idrar yoluyla
viicuttan atilir. Bu reaksiyonlarda kullanilan kofaktor eksiklikleri ve genetik enzim defektleri

homosisteinin kan diizeyinin artmasina neden olur (Stampfer ve ark., 1992).

Remetﬂalyon yolul

f 1
Meuyonln

__Tetrahidrofolat (THF, DNA
K Folat ( N -dimetil glisin S adenosil metiyonin_ ol pnA

Protein

5,10 -metilen SKlusu 5 BHMT Metiyonin
tetrahidrofolat o12j — Betain FKlusu Meti! transferax
(CHZTHF) whwn scH
S-metil tetra S-adenosil homosistein B
S ~——a= hidrofolat
MTHFR CHZTHF) [Homosistein)-—
cesl 86
Sistatiyonin
CcYs l 86 TranssdalfGrasyon yolu|
cB8s Sistatiyonin B-sentaz Sistein
cYs v-sistatiyonaz
mMsS Metiyonin sentaz i
MTHFR Metlien tetra hidrofolat redUktaz

Sdifat (504' )

Sekil 2.20. Homosistein metabolizma yolagi (Blom ve Smulders,2011).
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2.15. Homosistein, ADMA, NO, DDAH Iliskisi

Asimetrik dimetilarjinin (ADMA) NO i¢in en 6nemli diizenleyici aminoasitlerden
biridir. ADMA diizeyindeki artisin, endotel disfonksiyonunun derecesi ile dogru orantili bir

korelasyon gosterdigi bilinmektedir (Tran ve ark., 2003).

ADMA, dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz (DDAH) enzimi tarafindan L-sitriiline ve
dimetilamine pargalanmaktadir (Vallance ve ark., 1992). DDAH fonksiyon yetersizligi
goriilityorsa eger ADMA diizeyi artmaktadir (Ito ve ark., 1999).

Oksidatif stres durumlarinda DDAH enziminin sistein aminoasiti zarar goriir boylece
DDAH enzim aktivitesi azalir. Bu ylizden ADMA katabolizmasinda sorunlar goriilmektedir.

ADMA’nin yikiminin azalmast ADMA’nin kan seviyesinde artisini saglamaktadir (Batista ve
ark., 2009).

Homosistein, ADMA sentez yolagindaki metilasyon siklusunun bir pargasi olarak gorev
almaktadir. Metabolik yolun bozulmasi, hcy’nin hiicre i¢i birikimine neden olmaktadir.
Homositein miktarinda goriilen artis DDAH aktivitesinde inhibisyona neden olmaktadir.
Hiperhomosisteinemili bireylerde homosistein ve ADMA diizeyleri arasinda DDAH enzim

aktivitesinin azalmasindan kaynaklanan pozitif iligki tespit edilmistir (Holven ve ark., 2003).

Plazmada yiiksek diizeyde homosistein bulunmasina bagli olarak konnektif doku
hiicreleri ve vaskiiler yapi tarafindan iiretilen proteoglikan molekiiller normal fibriller yapisini
ve agregasyon fazlarini degistirerek damar ve diger konnektif dokularda patolojik bozukluklara

neden olur (McCully, 1972).

Viicutta yiliksek diizeyde homosistein; vaskiiler endotelyumda bozukluga, trombosit
aktivasyonuna ve nitrik oksidin salgilanmasinda bozukluga yol agar. Homosistein NO
biyoyararlanimini azaltabilmektedir. Viicutta asir1 homosistein yiiksek reaktif molekiillerinin

(Homosistein-tiolakton) asir1 tiremesine yol acar (O’Grady ve ark., 2002).

Endotelyal hasara, vaskiiler diiz kas hiicrelerin proliferasyonuna, dejeneratif elastik
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doku ve sonucunda plak formasyonla sonuglanarak patolojik bozukluklara neden

olabilmektedir (Gauthier ve ark., 2003; Hong ve ark., 2002; O’Grady ve ark., 2002).

Homosistein, NO biyoaktivitesini farkli mekanizmalarla baskilayabilmektedir. En
onemlilerinden bir tanesi homosisteinin oksidatif stres yaratarak nitrik oksitin

Snitrozohomosistein haline ¢evrilmesini saglayarak ortamdan uzaklasmasina sebep olmasidir

(Stakebaum ve Harlan, 1986).

NO'nun homosisteinle anormal etkilesimi sonucu yikilmasi da yine NO'nun
biyoyararlanimin1 azaltan sebeplerden bir tanesidir. Tioller, NO ile reaksiyona girerek, S-
nitrozotiolleri olustururlar. Ancak, Snitrozotioller, guanilat siklazi aktive etme yoluyla

vazodilator ve antitrombosit etkileri gosterebilirler (Radi ve ark., 1991).

1997'de Upchurch ve ark. Tarafindan yapilmis olan bir calismada homosistein doza

bagimli, NO'nun biyoyararlanimini olumsuz etkilemektedir (Upchurch ve ark.,1997).

Stamler ve ark. 1993'te yaptiklar1 bir caligmada ise homosisteine uzun siire maruz kalma

(3 saatten fazla), NO cevabini bozulmalara sebep olmaktadir (Stakebaum ve Harlan, 1986).

o
\ Proteinlerdeki Arjinin

S-adenozilmetioyonin rezidileri
* PRMT *
S-adenozilhomosistein
CH,

L-Ajinin e
CH,
= o
W Proteoliz
NO .—
ADMA
Sentaz |
Okside LDL
Homosistein
DDAH.—_ Hiperglisemi
| Endotel disfonksiyonu NO 4 | gtksmallf
res
‘ Uriner Atilm
| vaskoler Hastankiar | L-sitriillin

Sekil 2.21. ADMA, NO, HCY, DDAH iliskisi (Valkonen ve ark., 2005).
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3. GEREC YONTEM
3.1.Gere¢

Calisma igin, Burdur Valiligi il ve Tarim Miidiirliigi’'niin 14.10.2021 tarihli E-
698777819-325.04.02-3029440 sayili yazisi ile gerekli izin alinmistir. Daha sonra Burdur
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 863 karar say1l1 (E-
93773921-020-124488) ve 16.03.2022 tarihli Etik Kurul raporu alinmistir. Calismanin her

asamasinda etik ilkelere uygun olarak islem yapilmistir.

Yiiksek lisans tezinde, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Tarim, Hayvancilik ve
Gida Aragtirmalart Uygulama ve Arastirma Merkezi Kiigiikbas Yetistiriciligi Birimi’nde
bulunan Honamli kegisi 6rnek siiriisiinden yaslar1 2-4 arasinda degisen toplam 40 bas Honaml1

melezi keci kullanilmugtir.

Deney gruplarinin olusturulmasi i¢in, siirii i¢ine teke katilarak dogal asim yapilmistir.
Dogal asim sonrasinda ultrason ile trans rektal yontemle gebelik muayenesi yapilarak, gebe
olmayan ve gebe kegciler belirlenmistir. Buna gore de her grupta 20 keci (n=20) olacak sekilde,
gebe olmayan grup ve gebe grup olarak iki grup olusturulmustur.

Etik kurallara uygun olarak, vena jugularisten antikoagulansiz tiiplere alinan kan
ornekleri 3500 g’de +4°C’da 10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrilmistir. Serumlar

caligma giiniine kadar -20 C’de muhafaza edilmistir.

Analizler yapilmadan 6nce ornekler laboratuvar sicakligina getirilerek ve serum iNOS
ve DDAH enzim aktiviteleri ile ADMA ve Hey diizeyleri BT LAB markasina ait kegi eliza
kitleri (iNOS katalog no:E1381GO, DDAH katalog no:E1380GO, ADMA katalog no:
E1379GO, Hcy katalog no:E0085GO) kullanilarak Eliza cihazi ile kit protokollerine uygun

olarak ol¢tlilmiistiir.
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3.2 Yontem

3.2.1. Analizlerin Yapihsi

Eliza kit protokoliine gore ¢calisma prensibi:

1- Her parametre icin kit protokoliinde (BT Lab) belirtilen sekilde standart soliisyonlar
hazirlandi. Standart 24 ng/ml standart soliisyonu olusturmak i¢in 120 ul standartti (48 ng/ml)
120 pl standart seyreltici ile sulandirild.

2- 500 ml yikama tamponu olusturmak i¢in, 20 ml yikama tamponu konsantresini 25 kat

damitilmis suyla seyreltip konsantredeki kristaller tamamen eriyene kadar hafifce karistirildi.

3- Tum reaktifleri, standart soliisyonlar1 ve daha dncesinde hazirlaylp -20C’de muhafaza

ettigimiz numuneleri kullanmadan 6nce oda sicakligina getirildi.

4- Plakada; standart 1,2,3,4 ve 5 i¢in standart soliisyonlar 50 pl olacak sekilde standart kuyulara
eklendi.

5- Numune kuyularina 40 ul serum eklendi.

6- Daha sonra kitin iginden her parametre i¢in o parametreye 6zgii hazirlanmis 10 pl antikor

(anti inos, anti DDAH 1, anti ADMA, anti HCY) kuyucuklara eklendi.

7- Son olarak hem numune hem de standart kuyulara 50 ul streptavidin- HRP ekledikten sonra,

plakanin iizeri kapaticiyla kapatilarak 37°C’de 60 dakika boyunca shakerda inkiibe edildi.

8- Inkiibasyon sona erdikten sonra baslangigta hazirladigimiz yikama tamponu kullanilarak her
plaka 5 kez yikandi. Kuyulart her yikama i¢in 30 sn- 1 dk 300 pl yikama tamponuyla

1slatildiktan sonra plakalar giizel bir sekilde kurulandi.

9- Yikama islemi tamamlandiktan sonra her bir kuyucuga ilk olarak substrat A soliisyonu hemen

36



ardindan substrat B soliisyonu eklendi. Plakalarin {izeri bir kapaticiyla kapatilarak 10 dakika
boyunca 37°C’de shakerde inkiibe edildi. 10 dakikanin sonunda stop soliisyonu her bir
kuyucuga 50 ul olacak sekilde eklendi. Islem sirasinda mavi ve sar1 renk arasinda renk

degisimleri gozlendi.

10- Stop soliisyonu ekleme isleminden sonra 10 dakika igerisinde, 450 nm dalga boyuna
oncesinde ayarlanmis Eliza okuyucuda (Skanlt Software 4.1 Microplate Readers) plate
okutuldu.

3.2.2. Eliza Yonteminin Uygulanmas:

ADMA standart e@risi:

ADMA standart egrisi 0,4 umol/L, 0,8 pmol/L, 1,6 umol/L, 3,2 umol/L ve pmol/L
konsantrasyonlarinda standartlar kullanilarak elde edildi. ADMA igin standart
konsantrasyonlarla gizilen egri Sekil 3.1°de verilmistir.

0,9

0,6 -

Signal

03 1

Conc.

Sekil 3.1. ADMA Eliza Standart Egrisi
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DDAH standart egrisi:

DDAH standart egrisi 0.75 ng/ml, 1.5 ng/ml, 3 ng/ml, 6 ng/ml ve 12 ng/ml
konsantrasyonlarinda standartlar kullanilarak elde edildi. DDAH i¢in standart

konsantrasyonlarla ¢izilen egri Sekil 3.2°de verilmistir.

0,8 -

0,6 -

Signal

0.4

0,2 A

Conc.
Sekil 3.2. DDAH Eliza Standart Egrisi
iNOS standart egrisi:

INOS standart egrisi 1.5 ng/ml, 3 ng/ml, 6 ng/ml, 12 ng/ml ve 24 ng/ml

konsantrasyonlarinda standartlar kullanilarak elde edildi. iNOS i¢in standart konsantrayonlarla

cizilen egri Sekil 3.3 de verilmistir.
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T
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T T
20 30
Conc.

Sekil 3.3. iNOS Eliza Standart Egrisi

Homosistein standart egrisi:

Homosistein standart egrisi 4 umol/L, 8 pmol/L, 16 pumol/L, 32 pmol/L ve 64 pmol/L
konsantrasyonlarinda standartlar kullanilarak

elde edildi. Homesistein i¢in standart
konsantrayonlarla ¢izilen egri Sekil 3.4’de verilmistir.
1.2 H
r]
0,9
© ]
K= 0,6
7 |
03 =
]
0 ] T T T
0 2 4 G
Conc.

Sekil 3.4. Homosistein Eliza Standart Egrisi
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3.2.3. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-wilk testi ile degerlendirildi. Normal
dagilim gdsteren ADMA igin gruplar aras1 farkin belirlenmesi Independent Samples Ttest ile,
normal dagilim gostermeyen iNOS, DDAH, Homosistein i¢in ise gruplararas: fark Mann-

Whitney U testi ile degerlendirildi. p<0,05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.iINOS Aktivitesi

INOS aktivitesi, gebe olamayan grupta gebe gruba gore anlamsiz olarak yiiksek

bulundu.

Tablo 4.1. INOS Aktivitesi

GRUP
Parametre Gebe Olmayan Gebe p

iNOS (ng/ml) 4,28+0,78 3,96+0,58 0,176

Tabloda gruplara ait iNOS aktivitesi verilmistir.

iNOS (ng/ml)

5
45 4,4169

4 3,8604
3,5

3
2,5

2
1,5

1
0,5

0

GEBE OLMAYAN GEBE GRUP

Sekil 4.1. Gebe olmayan ve gebe gruplarin iNOS siitun grafigi
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4.2. ADMA Diizeyleri

Gebe olmayan grup ADMA diizeyi, gebe olan gruba gore istatiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek bulundu (p<0,05).

Tablo 4.2. ADMA Diizeyleri

GRUP
Parametre Gebe Olmayan Gebe p

ADMA (pmol/L) 0,87+0,20 0,66+0,10 <0,001

Tabloda gruplara ait ADMA diizeyleri verilmistir.

ADMA (pmol/L)

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

GEBE OLMAYAN GEBE GRUP

Sekil 4.2. Gebe olmayan ve gebe gruplarin ADMA siitun grafigi
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4.3.DDAH Aktivitesi

DDAH aktivitesinde gebe olmayan grupta, gebe gruba gore anlamli bir farklilik tespit
edilmedi.

Tablo 4.3. DDAH Aktivitesi

GRUP
Parametre Gebe Olmayan Gebe D

DDAH (ng/ml) 0,770,10 0,79+0,11 0,605

Tabloda gruplara ait DDAH aktivitesi verilmistir

DDAH (ng/ml)

0,82
0,81
0,8
0,79
0,78
0,77
0,76
0,75
0,74
0,73
0,72
0,71

GEBE OLMAYAN GEBE GRUP

Sekil 4.3.Gebe olmayan ve gebe gruplarin DDAH siitun grafigi
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4.4.Homosistein Diizeyleri

Gebe olmayan grup homosistein diizeyi, gebe olan gruba gore istatiksel olarak anlaml

diizeyde yiiksek bulundu (p<0,05).

Tablo 4.4. Homosistein Diizeyleri

GRUP
Parametre Gebe Olmayan Gebe p
Hamosistein 1,2040,17 1,0220,19 0,002
(umol/L)

Tabloda gruplara ait homosistein diizeyleri verilmistir.

HOMOSISTEIN (umol/L)

1,4

1,2023

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

GEBE OLMAYAN

1,0234

GEBE GRUP

Sekil 4.4. Gebe olmayan ve gebe gruplarin Homosistein stitun grafigi
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Gebe olmayan grup ADMA ve homosistein diizeyleri, gebe olan gruba gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0,05). iNOS aktivitesi, gebe olmayan grupta, gebe
gruba gore anlamsiz olarak yiiksek bulundu. DDAH aktivitesinde ise gebe olmayan grupta, gebe
gruba gore anlamli bir farklilik tespit edilmedi. Gruplara ait ADMA, INOS, DDAH ve

Homosistein diizeyleri tablo 4.5.’te verilmistir.

Tablo 4.5. Gebe olmayan ve gebe gruplarin serum ADMA, iNOS, DDAH ve Homosistein
diizeyleri

GRUP
Parametre Gebe Olmayan Gebe p
ADMA (umol/L) 0,87+0,20 0,66+0,10 <0,001"
iNOS (ng/ml) 4,28+0,78 3,96+0,58 0,176™
DDAH (ng/ml) 0,77+0,10 0,79+0,11 0,605™
Homosistelg 1,200,17 1,0220,19 0,002™
(pmol/L)

*: Independent samples T Test
**: Mann-Whitney U Test

Serum ADMA,iNOS,DDAH,Homosistein diizeyleri tabloda verilmistir.

45



5. TARTISMA

Ulkemizde koyun ve keci sayis1 son yillarda azalma gostermistir. Akdeniz bolgesinde
yetistiriciligi yapilan Honamli kegileri bolge i¢in 6nemli bir irktir. Bu sebeple kegilerde teke
katim1 sonrasi elde edilecek gebelik orani 6nem arz etmektedir. Ciftlik hayvanlarinda
fertilitenin belirlenmesinde kullanilabilecek gilivenilir ve kolay Olciilebilir belirteglerin
belirlenmesi 6nemlidir. Birbiriyle iliskili olan serum iNOS ve DDAH enzim aktiviteleri ile
ADMA ve Homosistein diizeyleri nitrik oksit metabolizmasi ile ilgilidir ve oksidatif stres ile

iliskili bircok durumunda diizeyleri degisen parametrelerdir.

Nitrik oksit damar endotelinde vazoaktif maddeler iireterek vaskiiler tonus kontroliinde rol
oynayan, ayni zamanda eslesmemis elektron icerdigi i¢in gaz seklinde bulunan inorganik bir

serbest radikaldir.

Biyolojik sistemlerde olusan reaktif nitrojen tiirleri nitrik oksitten tiirerler ve bu iiriinlerin
reprodiiktif organlarda cesitli rollerinin oldugu bildirilmektedir. Nitrik oksit molekiiliiniin
ireme hormonlariin diizeninin saglanmasi, gebeligin sekillenip dogumun gergeklesmesi ve
ovaryum fonksiyonlarinin yerine getirilmesi gibi lireme sistemi {izerinde bir¢ok farkli gérevde

yer aldig1 diisiiniilmektedir (Dixit ve Parvizi, 2001).

Ratlarda yapilan bir ¢alismada NOS inhibitérlerinin peritona verilmesiyle ovulasyonun
inhibe edildigi gézlenmis ve elde edilen bulgular NO’nun ovaryum hiicreleri ve damarlarinda

iretildigi ve ovulasyonu diizenlendigini ortaya ¢ikarmistir (Shukovski ve Tsafriri, 1994).

Koyunlarda yiiriitiilen bir ¢alismada gebelikle birlikte plazmada bulunan NO diizeyinin
gebelik siireciyle beraber ylikselmeye basladigi ve gebeligin iiclincii ayinda pik diizeyde
bulundugu tespit edilmistir (Atakisi,2004). Yine Koyun fetuslarinda gebeligin 60, 90 ve 120.
Giinlerinde NOS aktivitesini arastirdiklar1 bir ¢alismada gebeligin 60. giiniinde NOS
aktivitesinde anlamli bir artis bulduklarini bildirmislerdir (Luo ve ark., 2004). Yang ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada gebeligin son donemine gelen koyunlarda NO tarafindan

olusan nitrat metabolitinin anlamli olarak yiliksek oldugu tespit edilmistir (Yang D. ve
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ark.,1996). Kegilerde ise nitrik oksitin tireme fonksiyonlari tizerine etkisini gosteren herhangi

bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

NO sentezinin gebeligin donemlerine bagl olarak gebeligin durumuna gore degisiklik
gosterdigi bilinmektedir. Gebelik esnasinda uterusun kasilmadan sakin bir durumda kalmasi
icin NO sentezinin artmasi, dogum baslarken ise uterus kontraksiyonun gerceklesebilmesi i¢in

sentezin azalmasi buna 6rnek olarak gosterilebilmektedir (Diejomaoh ve ark.,2003).

eNOS’un ekspresyonu luteinizan hormon (LH) tarafindan arttirilmaktadir. eNOS,

oositlerin olgunlagsmasi ve ovulasyon olayi ile iligkilidir. Plasenta tarafindan da tiretilmektedir

(Fujii ve ark., 2005).

Nitrik oksit ayrica gebelik sirasinda fetal i¢ denge i¢in 6nemli bir diizenleyicidir ve
plasentadaki ana vazodilatorlerden biridir. Kardiyovaskiiler degisiklikleri, fetal gelisimi ve
biiylimeyi nitrik oksit kolay hale getirmektedir (Mullino ve ark., 2018). Dolayisiyla eNOS’un

iiremenin kontroliinde ve gebeligin devaminda 6nemi vardir.

Uterus, gebelik siirecinin tamaminda 6nemli yapisal degisimler gegirir. Ciinkii NO diiz
kas hiicrelerinin kasilmasini diizenler ve gebelikte uterusun konraksiyonuna ve distensiyonuna

sebep olmaktadir (Roselli ve ark., 1998).

Dolayistyla Gebelikle birlikte endojen NO iiretiminde bir artis oldugu i¢in bunun bir
sonucu olarak ¢esitli memeli tiirlerinde kan dolagimindaki NO metabolitlerinin de arttig1 tespit
edilmistir (Magness ve ark., 2001). Gebelikte NO’nun plazma ve idrardaki NO2 ve NO3
diizeylerini arttirdig1 buna karsilik olarak ise kandaki bazal NO2 diizeyinin NO3 diizeyinden en
az 100 kat daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Diejomaoh ve ark., 2003).

Bu ¢alismanin bulgularina gore, gebe olmayan kegilerde gebelere gore anlamsiz olarak daha
yiiksek INOS aktivitesi tespit edildi. Bu durum gebe kalma iizerine iINOS diizeyinin etkili
olabilecegini diisiindiirebilir. Ancak gebelikte eNOS aktivitesinin Olgiilmesi daha Onemli

olabilir.
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Asimetrik dimetilarginin (ADMA), NOS inhibitorii olarak gérev yapmaktadir. ADMA,
nitrik oksit olusum hizim1 diizenlemektedir. Oksidatif stres ¢esitli karmasik mekanizmalarla
endotel disfonksiyonuna neden olmaktadir. Dolayisiyla, azalmig NO sinyali g¢esitli

mekanizmalarla endotel disfonksiyonu olusturmaktadir (Lu ve ark., 2003).

Gebelikte sistemik vaskiiler fonksiyonlar degisir; uterin kan akimi ve kardiak verim
artarken periferal diren¢ ve kan basinci diiser. Deneysel ve klinik calismalardan elde edilen
kanitlar kuvvetlice gostermektedir ki artmis NO sentezi, gebelikte maternal vaskiiler
adaptasyonun 6nemli bir boliimiinden sorumludur. Pek ¢ok galigma gebelikte ADMA diizeyleri
ile kan basinci degisimi arasinda iligski oldugunu gosterir. Gebelik sirasinda ADMA ’nin diisiisii
icin pek cok olas1 agiklama diisiiniilebilinir. Vazodilasyon, normal gebeliklerde kardiyak ¢ikisi
ve plazma hacminin artisin1 tetikleyen ilk ve c¢ok onemli bir hemodinamik degisimdir

(Rosenfeld,2001).

Saglikli gebelerde serum ADMA seviyeleri diisiiktiir. ADMA seviyesindeki diisiikliik
gebelerdeki vaskiiler dilatasyondan ve kan basinct degisikliklerinden sorumludur. ADMA
seviyesinin normal gebelik sirasinda diistiigii ve birinci trimesterin sonunda minimuma indigi
ve sonra gebelik yasiyla birlikte arttig1 caligmalarda tespit edilmistir. Ancak gebelikte diisiik

oldugu, bununla birlikte gebelik haftalar1 arasinda fark olmadig1 yoniinde yayinlar da vardir .

Olusan serbest ADMA’nin ¢ogu dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz (DDAH) enzimi
tarafindan metabolize edilerek sitriilin ve dimetilamine yikimi gerceklesmektedir. ADMA
konsantrasyonunun diizenleyicisi DDAH enzimidir. ADMA birikiminin, ¢ok ©nemli
fizyolojik fonksiyonlart olan nitrik oksit tiretimini azaltacagi bildirilmistir (Nijveldt ve ark.,
2003).

DDAH enziminin inhibe olmasi, ADMA konsantrasyonunu arttirr. ADMA
konsantrasyonunun da artmast NO iiretimini inhibe eder. DDAH aktivitesi ve seviyesi oksidatif
strese kars1 duyarlhdir. inflamasyon ve oksidatif stres altinda DDAH aktivitesinde azalmalar
meydana gelir. DDAH aktivitesinin azalmasini saglayan bir diger sebep TNFa veya okside LDL
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ile indiiklenen oksidatif strestir. DDAH enziminde meydana gelen bir inaktivasyon ADMA
eliminasyonunda bir bozulmaya bu da ADMA seviyelerinin artmasina, sonug olarak ise NO

iiretiminin azaliglarin goriilmesine sebep olur (Wang ve ark.,2006).

Oksidatif stres de DDHA "nin seviyesini azaltmak suretiyle ADMA ’nin kanda artmasina
yol agmaktadir (Nabity ve ark., 2015). Enzim aktivitesini inflamasyon ve oksidatif stres gibi
durumlar azaltir. Oksidatif stres, oksidan sistem yoniinde dengenin bozulmasi sonucu lipid
peroksidasyonu ve serbest radikal/reaktif oksijen iiriinlerinin agia ¢ikmasiyla birlikte hiicrede
hasar olusumu durumudur. Oksidatif stresi arttiran bir¢ok hastalikta ADMA diizeyinin yiiksek
oldugu saptanmistir (Aydin ve ark., 2013).

DDAH enziminin inaktive oldugu durumlarda ADMA eliminasyonu bozulur bu da

ADMA seviyesinin artmasina ters orantili olarak da NO seviyesinin azalmasina neden olur (

Biriken ADMA’nin NOS’u inhibe ettigini gézlemlenmistir. Bu birikim, ADMA nin
DDAH ile metabolize edilmesiyle agiklanmaktadir. Plazma ADMA diizeyi primer olarak
DDAH ekspresyonuna ve aktivitesini etkileyen faktorlere baghdir (Tran ve ark., 2003).
DDAH’mm segici bir sekilde inhibe edilmesi nitrik oksit sentezinde de azalmaya sebep
olmaktadir (Leiper ve ark., 1999).

ADMA diizeyleri gebelikte diisiik seviyelerde seyretmektedir. Bu durum gebeligin

olusmasi ve devaminda 6nemlidir.

Bu ¢alismanin sonuglarina gore, gebeligin ilk 2 aylik doneminde DDAH aktivitesinde
gruplar aras1 farklilik heniiz tespit edilememistir. ADMA diizeyi gebe olmayan grupta yiiksek
bulunmustur. Bu durumun NO sentezini azaltarak endotel disfonksiyonuna neden olmus
olabilecegi diistiniiliirse, yilksek ADMA diizeylerinin gebe kalmay: etkilemis olabilecegi

diistiniilebilir

Homosistein aminoasiti ¢ok sayida transmetilasyon tepkimesi sonucunda
sentezlenmis, siilfiir oran1 olduga yiiksek olan reaktif bir madde olarak tanimlanmaktadir
(Coffey ve ark., 2003). Homosisteinin ADMA’nin metabolize olmasinda rol alan DDAH
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enziminin aktif merkezindeki sistein molekiili ile etkilesimiyle DDAH aktivitesini inhibe
ettigi bilinmektedir. Homosistein, ADMA sentezindeki metilasyon siklusundadir. Metabolik
yolda gerceklesen bozulmalar hiicre i¢inde homosisteinin artmasina sebep olur. Bunun
sonucunda DDAH aktivitesinde dogrudan bir baskilanma gozlenmektedir (Holven ve ark.,
2003). Hiperhomosisteinemili bireylerde homosistein ve ADMA seviyeleri arasinda pozitif bir
iliski oldugu ortaya konmustur ve ADMA seviyesinin arttig1 bildirilmistir (Holven ve ark.,
2003).

Homosisteinin nitrik oksitten biyolojik olarak yararlanmay1 bir¢ok farkli mekanizma ile
azalttigini gosteren ¢alismalar literatlirde yer almaktadir (Chow ve ark., 1999). Stamler ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢calismada homosisteine uzun siire maruz kalmanin (3 saatten fazla), NO

cevabini bozdugu goriilmiistiir (Stamler ve ark., 1993).

Homosisteinin NO olusumunu arttirdigini ortaya koyan ¢alismalarin aksine homosisteinin
NO sentaz aktivitesine etki etmeden, NO seviyesini inhibe ettigi sonuglart da bulunmaktadir
(Wang ve ark., 2000). Farkl1 bir ¢calismada ise endotel hiicrelerinin, homosisteine kisa bir siire

maruz kalmasinin bile NO sentezini uyardigin1 gostermistir (Starkebaum ve Harlan, 1986).

Bu c¢alisgmanin sonuglarina goére, gebe olmayan grupta ADMA ve Homosistein
diizeylerindeki anlamli artis literatlir ile uyumludur. Bu parametrelerin artis1 dolayisiyla
gebeligin olusmasinda negatif etki yapmis olabilir. Ciinkii 6zellikle ADMA diizeylerindeki

diisiikliigiin gebeligin olusmasi ve devaminda ¢ok dnemli oldugu diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERI

Fizyolojik olarak birgok olayda gorev alan nitrik oksitin son yillarda {ireme
faaliyetleri lizerinde de onemli etkileri oldugu diisiiniilmektedir. Gebelik siirecinde hem
hormonal hem de biyolojik olarak gebeligin sekillenip dogumun ger¢eklesmesine kadar olan
stirecte NO molekiilii aktif olarak rol oynamaktadir. Nitrik oksit metabolizmasiyla ilgili olan
INOS ve DDAH enzim aktiviteleri ile ADMA ve Homosistein diizeyleri oksidatif stres
durumunda degiskenlik gosterebilen parametrelerdir. Bu parametreler arasinda birbirini
etkileyebilen iliskiler vardir. Arginin molekiiliinden nitrik oksitin katalizlenebilmesi i¢in nitrik
oksit sentaz enzimine ihtiya¢ duyulmaktadir. ADMA ise nitrik oksit sentaz i¢in 6nemli bir
inhibitor olarak gorev yapmaktadir. Hiicrelerde olusan ADMA DDAH enzimi ile metabolize
edilmektedir. Homosisteinin ise DDAH enzim aktivitesini inhibe etmektedir.

Bu tez ¢alismasinda gebe olmayan grup ADMA ve homosistein diizeyleri, gebe olan
gruba gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0,05). Gebelikte diisiik
ADMA diizeylerinin gebeligin siirdiirilmesinde 6nemli oldugu, yine bununla beraber
homosistein diizeylerinin diisiik olmasinin ADMA diizeylerinin diisiiriilmesinde etkili
oldugunu desteklemektedir. iNOS ve DDAH enzim aktivitelerinin gebe olmayan ve gebe grupta
anlamli diizeyde degismedigi tespit edildi. Bu sonuglar, gebeligin bu doneminde bu
parametreler i¢in anlaml degisiklikler olmadigini gostermektedir. Ancak gebeligin ilerleyen

donemlerinde daha farkli sonuglar ortaya ¢ikabilecegi diistiniilmektedir.

Honamli melezi kegilerde gebeligin nitrik oksit metabolizmas1 tizerindeki
etkilerinin arastirilmasi, ADMA ve Homosistein diizeyleri ile iINOS ve DDAH enzim
aktivitelerinin etkinligi i¢in elde edilen bu veriler ileride yapilacak calismalar igin siirii tireme
saghigina etkisinin belirlenmesinde referans elde edilmesi anlaminda Onemlidir. Enzim
diizeylerinin elde edilen referans degerleri ile gebe kalma oranina olasi etkisinin belirlenmesiyle
keci siiriilerinde hem veriminin hem de iireme kalitesinin arttirilmasinin saglamasi Honaml

melezi kegilerde konu ile ilgili ileri ¢aligmalara 151k tutabilir niteliktedir.
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